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، گلرم ياجبلار  يانگل داخلل سللول  سيتراکومات ايديکالم
 بلر  سيتراکوملات  ايديل . کالم[1] باشد يشکل م يا لهيو م يمنف
گونه  يکه اختصاص  (MOMP)يخارج يغشا نياساس پروتئ
از  يباکتر نيا شود. يم ميتقس يمختلف يها، به سرووارباشد يم
از جملله  .باشلد  يم يمنتقله از راه جنس يها يباکتر نيتر جيرا
 يم شود يم جاديا سيتراکومات ايديکه توسط کالم ييها يماريب
 يونيل ، التهاب ملتحمه انکلزيچشم يها ، عفونتتوان به تراخم
 يو تناسلل يادرار يهلا بزرگسلا ن و نلوزادان و عفونلت در
 شيکله بل  ييجا آن . از[2] ( اشاره کردتيوسالپنژ تي)اندومتر
 يدرصلدها  ند،هسلت  ميل زنلان بلدون عال  %05% مردان و05از
 نينلالل  يبلا  وعيبدون عالمت باعث ش يها از عفونت ييبا 
زا را انتقلا   يماريعامل ب ني، که ناآگاهانه اگردد يدر جامعه م
 جلاد ي، موجل ا و درملان بماننلد  صياگر بلدون تشلخ  داده و
     Email: abtahi@arakmu.ac.ir                                                                         506-34173052 تلفن:نويسنده مسئو ،  *
 29/9/1396 پذيرش:تاريخ  17/11/1390 تاريخ دريافت: 
 
 1396(،زمستان  69 ي)پياپ 1، شماره 25جلد                                                                                                   کومش
 
 
 ا تيل ا در .[4،3] شلوند  يم يمزمن مانند نابارور يها عفونت
 ييايديل کالم يها به عفونت نفر ونيليم 4 انهيسال کايمتحده آمر
ي انجام  مطالعه يط رانيدر ا ايديکالم وعي. ش[4] شوند يم مبتال
 وعيبا شل  (E,F&G) ها پيژنوت نيتر عيشا ،2515شده در سا  
بسلتري  ييايديل عفونلت کالم  .[0] اند % گزارش شده60حدود 
  (HIV)يمنينقص ا روسيانتقا  عفونت و ليمناس جهت تسه
 لوملا يگردن رحلم بلا پاپ  يينئوپالزي القا رکوفاکتو نيچن و هم
کن کردن عفونلت  شهيراه جهت ر ني. بهتر[6] شود يم روسيو
واکسلن  کيل  هيل ته قيل کاملل از طر  يمنيا جادي، اييايديکالم
 گرييد کا يومديي ب از هر مداخله شيب ونيناسيباشد. واکس يم
 [.7] باشد يمؤثر م ييايديعفونت کالم يدميدر کنتر  اپ
ل دسلت له واکسلن يابي لا ب لجد يه لدين دي  يبررسل ازمن
 ي. اطالع از نوع پاسلخ ايمنل [0] است کيژن يآنت يها شاخص
مناسل  يهلا  ژن يآنت ي، شناساييمؤثر در حفاظت عليه باکتر
ها از جمله  از آن يناش يو پاسخ ايمن يدر تحريک ايمن يباکتر
کارآملد بله  يهلا به واکسلن  يدستياب يدر راستا ينکات اصل
 يهلا  تيل ک ديل جهلت تول  ياري. مطالعات بسل [9] آيد يم ارشم
صلورت  يبلاکتر  نيا هيکامل عل يمنيبا ا يو واکسن يصيتشخ
اسلتفاده شلده  OMP1مطالعلات از ژن  نيل گرفته که در اکثر ا
 باشلد.  يمل  MOMP نيژن مسئو  ساخت پلروتئ  نياست که ا
 نيژن جهت ساخت پلروتئ  نيدر مطالعات گذشته از کل ا يول
که شامل  نيپروتئ کيژن مربوط به  ياند. کل توال ردهاستفاده ک
ن را مشلکل آباشلد کلار بلا  يم زين يضرور ريغ يها توپ ياپ
و  نيپلروتئ  يبودن وزن مولکول اديز ليامر به دل نيکه ا کند يم
دشوارتر انجام گرفتن مراحلل  بلند بودن ژن آن است که منجر
اسلتفاده از  .[11،15] شلود  يمل  نيپروتئ صيو تخل اني، بکلون
باعث  تواند يکل آن م يبه جا نيپروتئ کي يها توپ ياپ يبرخ
بله  يمنل يا ستميس يها پاسخ تيو اختصاص تيحساس شيافزا
للذا  .[12] گلردد  يمل  زا يماريعامل ب کيخاص  يها توپ ياپ
باشلد کله  يمل  يبينوترک نيپروتئ ديتول ،هدف از مطالعه حاضر
 ينلواح  سلاخت حاصل اتصا  چهار لطعه از ژن کله مسلئو  
 نيپلروتئ  صي، تخلل باشلند  يمل  MOMP نيپلروتئ  کيل ژن يآنت
آن با سرم افراد مبتال به  تهيسيژن يآنت يحاصل و بررس  ينوترک
 يبراي طراحل  يمناسب ديبه عنوان کاند ييايديکالم يها عفونت
 ايديللکالم هيللواکسللن عل يو طراحلل يصلليهللاي تشخ تيللک
کلار صلورت  نيا يا مطالعه چيدر ه است. که لبالً سيتراکومات
 .نگرفته است
 
 ها‌مواد و روش
 ژن کيل ژن ينتل آ هيل چهلار ناح  يديل نوکلئوت يتوال
omp1 شلد و  ييشناسلا  يمختلف يکيانفورماتويب يها با برنامه
 ريپللذ انعطللاف ينکرهللايل لهيهللا  بلله وسلل  يتللوال نيللا
(ttggctgaggctgctgctaaggaggctgctgctaaggct)  بللله هلللم
فاصلله  جلاد يا نکرهايل نيمتصل شدند. که هدف از لرار دادن ا
هلا بلود  نآ ياصل ييشکل فضا جاديدر جهت ا ها توپ ياپ نيب
شلود  يمل  کيل ژن ينقلاط آنتل  يکه منجر به حفظ ساختار اصل
  يل نوترک نيورد که پروتئآ يامکان را به وجود م نيا نيچن هم
 يرا به طور با تر B يها تيلنفوس کيتحر ييشده توانا ديتول
 .داشته باشد
با پلنج متلد  IEDB افزار با نرم کيژن يمناطق آنت ينيب شيپ
 .مختلف انجام گرفت
 Emini Surface Accessibility Prediction:او  روش
 .دهد يها را نشان م توپ يدر سطح بودن اپ باشد که يم
 Kolaskar and Tongaonkar Antigenicity  :دوم روش
 .کند يم يها را بررس توپ ياپ تهيسيژن يآنت زانيباشد که م يم
 Chou and Fasman beta turn prediction  :سوم روش
دارنلد را  کيل ژن ينتل آ تيکه خاص ييها Betaternباشد که يم
 .کند يم ييشناسا
 Karplus and Schulz flexibility scale  :چهلارم  روش
 ييدارنلد را شناسلا  ييبلا  يريپلذ که انعطلاف  ييها توپ ياپ
 .کند يم
 Ellipro –Epitope prediction based upon :پنجم روش
structural protrusion موجلود  ييفضا يها توپ ياست که اپ
 .کند يم ينيب شيرا پ
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استفاده شد  کيژن ينتآمناطق  نييتع يکه برا يافزار بعد نرم
کله  ييهلا تلوپ  يافزار اپل  نرم نيباشد که ا يم IgPred افزار نرم
شلود را  يمل  ييشناسلا  IgG, IgE, IgA يهلا  يباد ينتآتوسط 
 [.14،13] دهد ينشان م
و للرار  omp1 ژن کيل ژن يآنتل  ينواح يينها نيياز تع پس
 توسلط  ملورد نرلر  يلتلوا  ،هلا  ن آ نيب ريپذ انعطاف نکريدادن ل
در وکتلور  يژنل  يکانادا ساخته شد و لطعله  کيوماتيشرکت ب
 bp سلنتز شلده  ي شد. طو  لطعه افتي، درpBSK يديپالسم
 .باشد يم 723
 OMP1
 يمربلوط بله نلواح  يتوال يژن مورد نرر که حاو ي لطعه
، ديل جدا گرد pBSK ديبود را برش داده و از پالسم کيژن يآنت
صلورت  Xho1 و BamH1 يها ميکار با استفاده از آنز نيکه ا
چسلبنده بلود بله  ينواح يسپس لطعه حاصل که دارا گرفت.
 شلن يگيانجلام عملل ل  يانتقا  داده شلد. بلرا  pET32a داخل
بله  گلاز يل ميخورده همراه با آنز برش دي( لطعه و پالسماتصا )
نکوبه گشت. گراد ا يدرجه سانت 22 يساعت در دما 10مدت 
 و DH5α کامپتنللت يهللاو محصللو  بلله داخللل سلللو 
BL21(DE3) pLysS E.coli فرستاده شد. 
 E.coli هلاي  يکللون  از
 BL21(DE3) pLYsS دهاييحامل پالسلمomp1 -pET32a 
هلاي  کيل وتيب يآنتل  يبلرا  دارا  نلت يمحيط نوتر cc 155 در
 C°گاه در حرارت کشت داده شد. آن کليو کلرآمفن نيليس يآمپ
 OD لرار گرفت. پس از اين که 225بر روي شيکر با دور  37
از محللو   تلر يکروليم 155لرار گرفت. سپس  6/5-0/5 نيب
 (IPTG (Isopropyl β-D-thiogalactosidase يلک ملو ر 
(Fermentas .آلمان( به سوسپانسيون بلاکتري اضلافه گرديلد ، 
القا به درون فالکون  طي، مح IPTGار ساعت پس از افزودنچه
در  .دي( گردقهيدل 15دور  6555) وژيفيشد سپس سانتر ختهير
برداشلته شلد.  نيروتئپل  صيرسوب باکتري جهت تخلل  تينها
موجود در  ينيديستيبا توجه به دنباله ه نيپروتئ صيتخل يبرا
اسلتفاده  (Ni-NTA) يليتملا  ياز روش کروملاتوگراف  نيپروتئ
( کلا يآمرQiagen-) العمل شلرکت سلازنده شد و طبق دسلتور 
 يفيو ک يخالص شده از نرر کم نيشد. در آخر پروتئ صيتخل
 [.10] شد يرسبر SDS-PAGE با استفاده از ژ 
، ما شده ديتول  ينوترک نيپروتئ تهيسيژن ينتآ يبررس جهت
 يکه برا ميبود سيتراکومات ايديسرم افراد مبتال به کالم ازمندين
عفونلت  نينمونه از خون افراد مشکوك به ا 05امر تعداد  نيا
و  زايکنتر  نشده بودند را به روش ا  يجنس تيفعال يکه دارا
، ونيل ميا ورويشرکت ) سياتتراکوم ايديکالم يصيتشخ تيبا ک
تعلداد  نيکه از ا ميکرد ي( و طبق پروتکل مربوطه بررسآلمان
 .بودند يمنف يسرم مثبت و مابق 13
بلالت وسلترن  کياز تکن تهيسيژن يآنت دييتا يبرا انيپا در
ت بلال براي انجام تست وسلترن  .دي)ايمنوبالتينگ( استفاده گرد
يافتله بلر روي ژ   هاي القاء پس از الکتروفورز رسوب باکتري
SDS-PAGE  12% آمده بلر روي ، باندهاي پروتئيني به دست
گرديلد. کاغلذ  لآکريل آميد به کاغذ نيترو سلولز منتقل  يژ  پل
 ايدينيتروسلولز به مدت يک ساعت در سرم بيمار مبتال به کالم
از انکوباسليون يلک سلاعته بلا ( لرار داده شد. پس 155/1)
، نوارهاي کاغذ نيتروسلولز سه مرتبله بلا بلافر هاي سرم نمونه
TBS (Tris-Buffered Saline) شو شده و به مدت يلک شست
( انکوبله 2555/1) پراکسيداز باکونژوگه  ومنيه ساعت با آنتي
، براي TBSها با بافر  يد. در نهايت پس از شستشوي نمونهگرد
ژن در بلادي بلا آنتلي هده باندهاي مربوط به واکنش آنتلي مشا
( DABآمينلو بنزيلدين )  کاغذ نيتروسلولز، کاغذ در محلو  دي
 .[11]لرار گرفت 
 
 نتايج
 يهلا افزارنلرم  لهيکه به وسل  omp1ژن  کيژن يآنت ينواح
 .ورده شده استآ 1شد در شکل  ييشناسا کيانفورمات ويب
 OD نيپروتئ صيمربوط به تخل mg/ml 2/0  جيبلود. نتلا 
 2در شلکل  نيپلروتئ  صيو تخل نيپروتئ ديمربوط به القاء تول
 آمده است. 
لابلل  4و  3در شکل بالت  مون وسترنمربوط به آز نتايج
ايج بله دسلت آملده، در تملام بر اساس نتل  باشد. يمشاهده م
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، ييايديل کالم يهلا هاي سرمي بيماران مبتال بله عفونلت  نمونه
کاغلذ  بلادي در ژن بلا آنتلي باندهاي مربوط به واکلنش آنتلي 
 هليچ (. در علين حلا  3)شلکل  شلود  نيتروسلولز مشاهده مي
هاي سلرم  ژن در نمونه آنتي بادي با بر واکنش آنتي يباندي مبن
 .(4)شکل  ديافراد سالم مشاهده نگرد
توپ مختلف که  مهد  ر  ي، چهار اپomp1ژن  کيژن يآنت ينواح. 1 شکل
 ياختصها بهو و ه مهد  ارا  سيتراکومات ايديکالم يماگون  يتمام نيب
 ما  ر سطح قرار  ارند. يتوال نيا نيچن مد باشند. يم کيژن يآنت تيخاص
د ي: قبل از القاء تول 2، ستون  يني: مارکر پرهتئ 1ستون  .2شکل 
 ن يص پرهتئي: تخل 4ن ، ستون يد پرهتئيتول ي: القا 3ن ، ستون يپرهتئ
تا  11ه   8تا  2 ي، ستون ما يني: مارکر پرهتئ 9ه  1ستون  . 3شکل 
ب با سرم افرا  مبتال ب  ين نوترکي: باند مربوط ب  هاکنش پرهتئ 11
 سيا تراکوماتيديکالم يعفونت ما
 
 
بر  يک  مبن ي: باند 1تا  2، ستون  يني: مارکر پرهتئ 1ستون   .4شکل 
 ب با سرم افرا  سالد پر خطر باشد مشامدو نشد.ين نوترکيهاکنش پرهتئ
 
 گيري‌بحث و نتيجه
بللا اسللتفاده از  MOMP نيپللروتئ کيللژن يآنتلل ينللواح
مربلوط  يو توال ،ييشناسا کيانفورماتويمختلف ب يها افزار نرم
بله هلم  ريپلذ انعطلاف  يهلا نکريبا ل کيژن ينتآ هيبه چهار ناح
در  گشلت.  صيو تخلل  ديل تول  يل نوترک ني. پروتئمتصل شدند
بلا  هشلد  وژنيف کيژن يآنت يباند مربوط به واکنش نواح انيپا
 يهلا جود در سلرم افلراد مبلتال بله عفونلت مو يها يباد يآنت
 مشاهده شد. ييايديکالم
منتقلله از راه  يبلاکتر  نيتلر  عيشلا  سيتراکوملات  ايديکالم
باعلث  يبلاکتر نيل. ا[16] در سراسلر جهلان اسلت يجنسل
و ... در  تي، انلدومتر در مردان و عفونت گردن رحلم  تياورتر
 .[17] باشد يزنان م
 ديل ژن )تول انيل باعلث ب  pET32a يانيل از وکتور ب استفاده
شود که  يباعث م ديپالسم ني. اشود ي، در سطح با  م(نيپروتئ
 نيل ا نيچنل ؛ هلم باشلد  "خاموش"طور بالقوه  هژن کلون شده ب
 يهاگنا يهدف توسط س يها و ترجمه ژن يسي، رونوديپالسم
دسلت ژن  ا بل  يکله در نلواح  T7 وفاژيباکتر پروموتور يلو
 .[10]شود  يهدف لرار دارد انجام م
 نيل کله در ا  E.coli يبلاکتر  pLysS هيسلو  ياصلل  تيمز
 pLysSدر  OmpTو  LONمطالعه استفاده شد کمبود پروتئاز 
 گلردد  يشده م انيب نيثبات پروتئ شياشاره کرد که باعث افزا
[10]. 
ژن  يبلا  بله آنتل  تيبه علت حساس يسرولوژ يها تست
جهلت  جيل را يشلگاه يآزما يها به عنوان تست خاص معمو ً
  ني.پلروتئ  گلردد  يها ملورد اسلتفاده للرار مل  پاتوژن صيتشخ
MOMP بلا عملده  يسه جزئ نيپروتئ کيخود  يدر فرم اصل
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 [19] باشلد  يم ينيکرد پور عمل يبوده و دارا sheet-β ساختار
 سيتراکومات ايديکالم ي گونه يبرا نيپروتئ نيا که ييجا آن و از
 ييللذا جهلت شناسلا  .[25] باشد يم ياختصاص ينواح يدارا
  يشللگاهيآزما يهللاتوسللط تسللت  سيتراکومللات ايديللکالم
 يحاضلر بررسل  ي. هلدف مطالعله ديانتخاب گرد کيسرولوژ
 ايديل کالم MOMP نيپلروتئ  کيل ژن يآنتل  ينواح تهيسيژن يآنت
 کيژن ينتآ يکه به منرور آن در ابتدا نواح دباش يم سيتراکومات
 يافزارهلاهلا و نلرم  تيبلا اسلتفاده از سلا  MOMP نيپلروتئ 
خصوص با توجه به  هو ب کيتوپ ياپ ينواح ينيب شيپ يتخصص
 ،MOMP نيپللروتئ يهللا ژن يبللودن آنتلل  يخللارس سلللول 
کله شلاخص  MOMP وسلتهيو ناپ ييفضلا يهلا تلوپ ياپل
 يافزارهلا شلد. نلرم  ييباشلند، شناسلا  يمل  B يهلا  تيلنفوسل 
 يتخصصل  کلامالً  نهيزم نيبرده شده در ا کار هب يکيوانفورماتيب
ملورد  کيل ژن يآنتل  ينلواح  ج،ياز نتا نانياطم يباشند و برا يم
و  د،يل و انتخلاب گرد  ليتحل هيمختلف تجز يافزارها توافق نرم
به  MOMP نيمورد توافق پروتئ ييفضا يها توپ يدر ادامه اپ
حفلظ  نيمتصل شدند کله در حل  ريپذ فانعطا ينکرهايل لهيوس
 نيب ييفضا يها مانع از ممانعت کيژن يآنت ينواح يساختارها
هلا  آن ييشناسلا  يرا برا طيشوند و شرا يم کيژن يآنت ينواح
 نيل اسلتفاده از ا  نيچنل  کنند، هم يفراهم م يمنيا ستميتوسط س
 جلاد يو ا کيل ژن يآنتل  يدر ادغام نلواح  يدينواسيآم يهانکريل
و  انيل ب نلگ، يو کلاهش مراحلل کلون   ينوترک وژنيف نيپروتئ
حاصلل از آزملون  يها تهافيبر اساس  باشند. يم ديمف صيتخل
اتصا   ييشده توانا ديتول  ينوترک وژنيف ني، پروتئبالت وسترن
 يهلا موجود در سرم افراد مبتال بله عفونلت  يها يباد يبه آنت
عفونت  هکه سرم افراد مشکوك ب ي، به طوررا دارد ييايديکالم
( ملورد ، آلمانونيميا ورويشرکت ) زايا  تيرا با ک يايديکالم
لذا سلرم ؛ شدند ييمثبت شناسا يها و نمونه ميلرار داد يبررس
زملون آ قيل ملورد نرلر از طر  نيافراد را بلا پلروتئ  نيا يتمام
ملذکور  نيو نشان داده شد که پروتئ ميبالت مواجه کرد وسترن
افلراد را  نيل موجود در سلرم ا  يها يباد ياتصا  با آنت ييتوانا
پلور و مطالعه بنلده  جيما با نتا يها افتهي نيچن ، همباشد يدارا م
اسلتفاده  MOMP نيمربوط به پلروتئ  که از ژن کاملهمکاران 
تلوان  يکه مل  افتنديها در آن که يطور هدارد ب ي، همخواناند کرده
 يشگاهيآزما صيجهت تشخ MOMP نيپروتئ تياز اختصاص
گونه  چيه نيپروتئ نيا نيچن .  هم[13]بهره برد  ايديکالم يترباک
خطلر موجود در سرم افلراد سلالم پر  يها يباد يبا آنت ياتصال
 ديل تول نيپلروتئ  تيدهنده اختصاصل  امر نشان نينشد که ا دهيد
 نينشان داد کله پلروتئ  زيمطالعات مشابه ن جيباشد. نتا يشده م
MOMP در واکلنش بلا  بلا  تيو اختصاص تيحساس يدارا
 ايديل کالم يبلاکتر  صيجهت تشلخ  يضد باکتر يها يباد يآنت
عدم  قيتحق نيا يها ي. از کاست[23-21] باشد يم سيتراکومات
 زم  کله  يطلور  هاست. بل  زايدر تست ال نيپروتئ نياستفاده از ا
 زايل در تسلت ال  نيپروتئ نيا ييکارآ يگريد قاتياست در تحق
 . رديلرار گ يمورد بررس
 ينلواح  تيکه از اختصاص دهد يطرح حاضر نشان م جينتا
 يجهت کارهلا  توان يم MOMP  ينوترک نيپروتئ کيژن يآنت
ژن  يجلا کله آنتل  بهره برد. از آن ELISA تيمانند ک يصيتشخ
در انسلان را دارد ممکلن  يلي زا يمنيا جاديا ييشده توانا ديتول
 ادهاستف زايال يصيتشخ تياست بتوان جهت ساخت واکسن و ک
 .کرد
 
 تشكر و قدردانی
 ينامه کارشناس انياز پا يپژوهش حاضر در بردارنده بخش
اراك بلوده  يدر دانشگاه علوم پزشک ريسجاد مالم يارشد آلا
 نيتلمم  يو فنلاور  قلات يمعاونلت تحق  لهيوسل  هآن بل  نهيکه هز
خلود را  يمرات  لدردان دگاننسينو لهيوس نياست. بد دهيگرد
و  يلمولکلو  يوللوژ يکروبيم شگاهياز همکاران محترم در آزما
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Introduction: Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular parasites, gram-negative bacteria and 
also is one of the most common sexually transmitted infections. Correspondingly, the MOMP protein 
contains more than 60% of the extra-membrane proteins, which indicates the importance of this protein for 
the detection of Chlamydia trachomatis. The purpose of the study is to produce recombinant protein 
composed of antigenic regions of the MOMP protein and its antigenicity. 
Materials and Methods: In this study, the regions with the highest antigenic property of the omp1 gene, 
with a length of 674 bp, were obtained based on bioinformatics software's and linked with flexible linker. 
Then, it was cloned and expressed in plasmid vector pET32a. After purification of the recombinant protein, 
its antigenicity was evaluated using Western blot technique with serum of infected people with Chlamydia. 
Results: Based on the results, in all serum samples of patients with chlamydial infections, antibody 
response bands were observed in nitrocellulose paper. Anyway, no antibody response band was detected in 
the serum samples of healthy people.  
Conclusion: Data showed that antigenic region of MOMP protein can be expressed by in E. coli. 
This protein was recognized by sera patients suffering from Chlamydia trachomatis infection. 
Conclusively, the recombinant protein has similar epitopes and close antigenic properties to the natural 
form of this antigen. 
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* Corresponding author. Tel: +98 8634173502 
abtahi@arakmu.ac.ir 
131 - 136 
